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3.1. Desain Penelitian 
Penelitian ini menggunakan jenis penelitian deskriptif. Menurut 
Punaji (2010) penelitian deskriptif adalah penelitian yang 
menggambarkan suatu keadaan, peristiwa, atau segala sesuatu yang 
terkait dengan variable-variabel yang dapat dijelaskan melalui angka 
maupun kata-kata sesuai dengan fakta yang ada. 
 
3.2. Objek dan Tempat Penelitian 
DNA bakteri yang terdapat pada usus ikan sidat. Menggunakan 
Primer degenerate 16s rRNA dari seluruh jenis bakteri usus yang 
terdapat di Ikan. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi 
dan Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Pendidikan Matematika dan 
Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Pendidikan Indonesia. 
 
3.3. Prosedur Penelitian 
3.3.1. Tahap Persiapan 
Alat dan Bahan yang akan digunakan terdapat di Laboratorium 
Riset Bioteknologi Fakultas Pendidikan Matematika dan Ilmu 
pengetahuan Alam, Universitas Pendidikan Indonesia. Adapun Alat dan 
bahan yang digunakan terlampir dalam Lampiran I. Alat yang sudah 
disiapkan kemudian disterilisasi terlebih dahulu sebelum digunakan 
dengan cara sterilisasi panas basah. Sterilisasi ini menggunakan alat 
autoklaf dengan suhu 121
o
C yang memiliki tekanan 1,5 atm selama 15 – 
20 menit (Lay & Hastowo, 1994). 
 
3.3.2. Tahap Penelitian 
3.3.2.1. Koleksi Sampel 
Ikan sidat fase glass eel diambil 10 ekor di Penangkap Sidat 
Power Indonesia Kec. Cisayong Kab. Tasikmalaya dan fase elver satu 
ekor di tempat Budidaya Universitas Pendidikan Indonesia. Ikan sidat 
dibelah dan diambil  saluran pencernaan, kemudian saluran pencernaan 
ikan dipotong kecil-kecil dengan menggunakan gunting bedah, 
kemudian masukkan ke dalam tube falcon 15 ml yang sebelumnya telah 
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diberi medium LB sebanyak 6 ml, kemudian di vortex selama 1 jam, dan 
diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30
o
C (Careles et al., 2017). 
 
3.3.2.2. Isolasi DNA Bakteri Total pada Usus Ikan Sidat 
Isolasi DNA dengan menggunakan metode boiling 
(pendidihan). Sampel yang telah diinkubasi dimasukkan ke dalam 
tabung 1,5 ml, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm 
selama 5 menit. Supernatan yang terbentuk dibuang. Ditambahkan 1 ml 
Posfat Buffet Saline (PBS 1x), dilanjutkan dengan disentrifugasi dengan 
kecepatan 5000 rpm selama 3 menit, kemudian supernatan dibuang. TE 
1X sebanyak 100 μl ditambahkan pada tabung yang berisikan pelet, 
kemudian dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Tabung 1,5 ml 
yang berisikan sampel disimpan di dalam penangas pada suhu 100
o
C 
selama 10 menit, kemudian disentrifugasi selama 5 menit dengan 
kecepatan 3000 rpm. Lisat yang terbentuk diambil sebanyak 100 μl 
dipindahkan ke tabung 1,5 ml yang baru, kemudian ditambahkan 50 μl 
TE 1X yang sebelumnya disimpan di kulkas. Kemudian hasil isolasi 
DNA di simpan dalam suhu -20
o
C (modifikasi Yanez et al., 2003). 
 
3.3.2.3. Uji Kualitatif dan Uji Kuantitatif 
Uji kualitatif yang bertujuan untuk mengetahui kualitas dari 
isolate DNA dengan menggunakan electrophoresis gel agarose, 
sedangkan untuk uji kuantitatif yang bertujuan untuk mengetahui 
konsentrasi dan kemurnian dari isolat DNA dengan mengunakan UV-
Spectrophotometer.  
Uji kualitatif dilakukan dengan membuat larutan agar 1% dari 
campuran 0,3 g gel agarose yang dilarutkan ke dalam 30 ml TAE 1X. 
Agar dilarutkan dengan bantuan microwave, selanjutnya didiamkan 
sampai hangat dan ditambahkan 1 μl pegreen yang bertujuan untuk 
mewarnai DNA. Agar yang sudah ditambahkan pegreen dicetak dengan 
menggunakan cetakan khusus untuk proses electrophoresis, kemudian 
diamkan pada suhu ruangan sampai tekstur agar menjadi padat. Setelah 
agar sudah padat, disimpan ke dalam alat electrophoresis dan 
ditambahkan TAE 1X sampai batas cairan yang terdapat pada alat 
electrophoresis. Sebanyak 5 µl sampel diambil dan dicampurkan dengan 
1 μl loading dye. Campuran sampel dan loading dye dimasukkan ke 
dalam sumur-sumur yang tersedia. Kemudian running electrophoresis 




dipindahkan ke alat UV-Transiluminator untuk melihat hasil uji 
kualitatif isolat DNA. 
Uji kuantitatif dengan mengukur absorbansi DNA pada tiap 
sampel dengan menggunakan alat spektrofotometer dengan panjang 
gelombang 260 nm untuk mengetahui konsentrasi DNA, dan 
perhitungan rasio absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dan 280 
nm untuk mengetahui kemurnian isolat DNA (Glasel, 1995). Dilakukan 
pengukuran larutan blanco yang berisi ddH2O sebanyak 500 µl ke 
dalam cuvet. Setelah selesai pengukuran, larutan blanco dibuang dan 
cuvet dibersihkan dengan menggunakan alcohol 70% dan dibilas 
kembali dengan menggunakan ddH2O. Setelah selesai pencucian, 
dilakukan pengenceran sebanyak 100x dengan mencampurkan 1 µl 
sampel dan 499 µl ddH2O ke dalam tabung mikro 1,5 ml, kemudian 
divortex lalu disentrifugasi selama 5 detik. Setelah itu sampel Isolat 
DNA dipindahkan ke dalam tabung cuvet, bagian luar tabung cuvet 
dibersihkan dengan menggunakan kertas lensa, kemudian cuvet 
dimasukkan ke dalam alat spektrofotometer. Setelah itu dilakukan 
running spektrofotometer, hasilnya akan terlihat pada layar berupa nilai 
absorbansi pada gelombang 260 nm dan 280 nm, dan kemurnian DNA. 
 
3.3.2.4. Amplifikasi Gen 16s rRNA 
Amplifikasi gen 16s rRNA yang memiliki primer 
Bac27forward (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) dan primer 
Univ1492 reverse (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) (Jiang et al., 
2006). Campuran PCR sebanyak10 µl yang mengandungkomposisi 
master mix sebagai berikut5 µl GoTaq Green PCR Master Mix 2X, 1 
µlmix DNA atau DNA Template, 0,5 µl Primer Forward, 0,5 µl Primer 
Referse dan 3 µl ddH2O. Amplifikasi dengan bantuan alat Thermocycler 
yang disetel dengan beberapa pengaturan untuk melakukan beberapa 
kondisi (Protocol GoTaq Green Master Mix, 2016). 
Tabung PCR yang telah dimasukkan beberapa larutan, 
kemudian dimasukkan ke dalam mesin PCR Thermocycler (ependof) 
kemudian diprogram untuk tahap pre-denaturasi dengan suhu 95
o
C 
selama 5 menit, kemudian untuk tahap denaturasi pada suhu 94
o
C 
selama 30 detik. Pada tahap annealing dengan suhu 55
o
C selama 30 
detik. Tahap ekstensi awal menggunakan suhu 72
o
C selama 2 menit dan 
ekstensi akhir pada suhu 72
o
C selama 10 menit (Gambar 3.1). Program 
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3.3.2.5. Elektroforesis Hasil PCR 
Hasil PCR dielektroforesissecara horizontal padaagarose 1% 
yang sudah ditambahkan pegreen. Waktu yang dibutuhkan untuk 
elektroforesis yaitu30 menitdengantegangan100 volt padalarutan TAE 
1x. Alat yang digunakanyaitu BIORAD.Hasil elektroforesis 
kemudiandilihatdandiamatipada UV-Translumnator dan 
didokumentasikan dengan kamera digital. 
 




kemudiandikulturkedalam 5-10 ml medium LB 
dandiinkubasipadaincubator shakerdengankecepatan 250 rpm 
danpadasuhu 37
o
C selama 12-16 jam (semalaman). 
Kulturdiencerkankedalam medium LB denganperbandingan 
1:100,kemudiandiinkubasikembalipadaincubator 
shakerdengankecepatan 225-250 rpm padasuhu 37
o
C sampaimencapai 
OD 0,3-0,4 (Wavelenght600nm). Ditambahkan 2x TTS (Transformation 
and storage solution) yang telahdidinginkan di bakes, sebanyak volume 
suspensiselkultur. Kemudiandicampurkandandidiamkanselama 5-15 





3.3.2.7. Ligasi pGEM-T Easy Vector 
Amplikonhasil   PCR   diklonkanpada   plasmid   pGEM-T   
Easy   vector (Promega,  USA)  denganbantuanenzim  ligase.  2x  
RapidLigation  Buffer  T4 Ligase,  pGEM-T  Easy  vector  (50  ng),  T4 
DNA Ligase, dannuclease-free water. Proses ligasi dilakukan 
berdasarkan Ptotocol pGEM-T and pGEM-T Easy Vector System 
(2015). Adapun komponen reaksi ligasi terdapat pada Tabel 3.1. Setelah 
komponen reaksi tercampur sempurna, dilanjutkan dengan inkubasi 






C selama 1 jam, kemudian disimpan pada suhu 4
o
C 
semalaman (16 jam). Sebelum melakukan ligasi, hitung DNA insert atau 
hasil PCR yang diperlukan untuk proses tahap ligasi menggunakan 
persamaan sebagai berikut: 
 
𝑉𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 ng x ukuran DNA 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 (kb)
ukuran 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 (kb)





Komponen Reaksi Ligasi pGEM-T Easy Vector 









1. Nuclease-free water 1 μl 1 μl 5,5 μl 6,5 μl 
2. 
2x Rapid Ligation 
Buffer 




1 μl 1 μl 0,5 μl 0,5 μl 
4. 
T4 DNA Ligase (3 
Weiss units/μl) 
1 μl 1 μl 0,5 μl 0,5 μl 
5. Produk PCR 2 μl 2 μl - - 
6. Control Insert - - 1 μl - 
 










μlcampuranligasikedalamtabung 1,5 ml yang 
telahdidinginkandidalames. Setelahitu, selkompetenE.coliDH5α 
dikeluarkandari freezer danditempatkan di dalam air es 50% / 50% air 
sulingselama 5 menit (Hidayat et al., 2012). 
 
3.3.2.9. Transformasi ke Sel kompeten 
Transfor vector keselkompetenmenggunakanselkompetenE. 
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μlselkompetendipindahkanketabungsterildingindenganmenggunakanmik
ropipet. Setelahitu, ditambahkan 2 μl DNA (50 ng) hasil cloning DNA 
ataukontroluncutkesetiaptabung. Kemudian tabungdibolak-
balikdenganperlahan. Setelahitu, disimpankedalamesselama 20 
menit.Tabungdipindahkankewaterbathselama 42-50 detikdengansuhu 
42
o
C, tidakdigoyang. Selanjutnya 
tabungdipindahkandengancepatkedalamesselama 2 
menitagarselmenjadidingin. Setelahitu, ditambahkan 950 μl medium 




C selama 45 menit yang 
bertujuanuntukbakteridapatpulihdandapatmengekspresikanpenandaresist
ensiantibiotik yang dikodekanolehvektor. Sel yang 
ditumbuhkansebanyak 100 μl, diikutiseleksiputih-birupada medium 
LBA yang sudahdiberiampisilinsebanyak 100 μl/ml dan X-gal 40 μl/ml, 






24 jam ke 2. Efisiensitransformasidihitungberdasarkaninstruksional  KIT  
PromegadanpGEM-T  Eassy yang  mengacupadaSambrook&Russel, 
(2001). 
 
3.3.2.10. Isolasi Plasmid 
Isolasi plasmid menggunakanmetodeAlkaline Lysis berdasarkan 
Sambrook danRussel(2001).Diambilselbakteritiap koloni yang berwarna 
putih kedalam medium TBsebanyak 5 mlyang sudah ditambahkan 
ampisilin sebanyak 5 μl, kemudiandiinkubasipadasuhu 37
o
C 
dengandishakerselama 16 jam.Biakan bakteri diambil dan dimasukkan 
ke dalam tube 1,5 ml, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 
rpm selama 5 menit. Hasil sentrifugasi terdapat dua fasa yang berbeda 
yaitu supernatan dan pelet, supernatan yang terbentuk dibuang. Tube 
yang terdapat pelet ditambahkan lysis buffer I sebanyak 150 µl, 
kemudian dihomogenkan dan disimpan pada suhu ruang selama 5 menit. 
Ditambahkan lysis buffer II sebanyak 300 µl, kemudian diinkubasi 
selama 5 menit pada es. Ditambahkan lysis buffer III sebanyak 300 µl, 
kemudian dihomogenkan dengan cara dibolak-balikkan. Sampel 
disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit. Supernatan 
yang terbentuk diambil sebanyak 300 µl dan ditambahkan isopropanol 




balikkan. Sampel diinkubasi pada suhu -20
o
C selama 30 menit. Sampel 
disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 14.000 rpm. Supernatan 
yang terbentuk dibuang. Tube yang terdapat pelet ditambahkan EtOH 
70% sebanyak 600 µl, kemudian disentrifugasi selama 5 menit dengan 
kecepatan 14.000 rpm. Supernatan yang terbentuk dibuang dan 
dikeringkan selama 10-30 menit. Pelet ditambahkan TE 1X sebanyak 
20-50 µl. Sampelsiapuntukdilakukantahap selanjutnya atau sampel dapat 




3.3.2.11. Amplifikasi Primer M13 
Hasil isolasi plasmid diamplifikasi dengan menggunakan 
primer gen M13 yang memiliki primerforward 
5’GTAAAACGACGGCCAGTG-3’ dan primerreverse 5’ 
GGAAACAGCTATGACCGTG-3’ komposisi PCR sebagai berikut 
GoTag Green PCR Master Mix 2X sebanyak 5 μl, ditambahkan 1 μl mix 
DNA, ditambahkan 0,5 μl Primer forward dan 0,5 μl Primer reverse, 
kemudian ditambahkan ddH2O sebanyak 3 μl (Protocol GoTaq Green 
Master Mix, 2016). Mix PCR dispindown, kemudian dimasukkan ke 
dalam mesin PCR Thermocycler (ependof), kemudian diprogram untuk 
tahap pre-denaturasi dengan suhu 95
o
C selama 5 menit, selanjutnya pada 
tahap denaturasi dengan suhu 94
o
C selama 30 detik. Tahap annealing 
menggunakan suhu 55
o
C selama 30 detik. Tahap ekstensi awal pada 
suhu 72
o
C selama 2 menit, dan ekstensi akhir pada suhu 72
o
C selama 10 





3.3.2.12. Sequencing DNA 
Proses sequencing dilakukan dengan Big Dye Applied 
Biosystemsequencer engine model 3730 pada Macrogen Inc. Korea, 
selanjutnya hasil sequencing dilakukan analisis bioinformatik. 
 
3.3.2.13. Analisis DNA 
3.3.2.13.1. Seleksi Sikuen DNA dari Kontaminasi Vector 
DNA hasil sekuensing diperiksa dari kontaminasi vector 





















Gambar 3.2 Kondisi PCR Amplifikasi M13 
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Center for Biotechnology Information). Setelah diperiksa, daerah yang 
termasuk sikuen DNA vector dihapus secara manual. 
 
3.3.2.13.2. BLAST 
Sekuen yang telah dibersihkan dari kontaminasi vector, 
dilanjutkan dengan tahap blast. Tahap ini setiap sekuens gen bakteri 
disejajarkan dan dibandingkan dengan data sekuens  gen  bakteri yang 
terdapat pada data base Gene Bank NCBI  dan EzTaxon. Proses blast 
dilakukan pada alamat website 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi, dan proses identifikasi 
pada EzTaxon menggunakan alamat website 
https://www.ezbiocloud.net/.  
 
3.3.2.13.3. Konstruksi Pohon Filogenetik 
Konstruksi pohon filogenetik dilakukan dengam menggunakan 
metode Maximum Parsimoni (MP) pada softwarePhylogenetic Analysis 
Using parsimoni (PAUP) versi 4 dengan menggunakan analisis 
bootsrap1000 kali pengulangan yang bertujuan untuk tingkat 
kepercayaan pada pohon filogenetik yang terbentuk. 
 
3.4. Bagan Alir 
Secara keseluruhan tahapan penelitian yang dilakukan dapat 

















Persiapan alat dan bahan 
Studi Pustaka 
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Gambar 3.3 Diagram Alir Penelitian 
Amplifikasi M13 
Hasil 
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